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RESUMO

OLIVEIRA, JOSE ORLANDO. Instituto Federal Goiano - Campus Morrinhos-GO,
fevereiro de 2016. Levantamento de fitonematoides e caracterizacdo bioquimica de
populacdes de Meloidogyne spp. em areas cultivadas com hortalicas na regido Sul
do Estado de Goias. Orientador: Dr. Rodrigo Vieira da Silva.

O Estado de Goias destaca-se na producdo de hortalicas no contexto nacional e sua
producdo cresce ano apdés ano. Entretanto, o aumento da produtividade e
consequentemente da producdo poderiam ser ainda maiores se ndo fosse o ataque de
fitonematoides, principalmente, os formadores de galhas que sdo os que mais causam
danos em hortalicas. As areas produtoras de hortalicas em Goias sdo utilizadas
intensivamente e submetidas a monocultivos com uso da irrigagdo. Este sistema
produtivo favorece a multiplicagdo dos nematoides, tendo como consequéncia grande
prejuizo devido ao seu parasitismo. No Estado de Goias, praticamente ndo existem
levantamentos da ocorréncia de populacdes de nematoides em hortalicas. Assim o
presente trabalho teve como objetivo realizar um levantamento e a caracterizacao
bioguimica de nematoides de galhas em areas de cultivo de hortalicas na regido Sul do
Estado de Goiés. Realizou-se amostragem em 39 propriedades, 68 amostras, numa area
total de 62,1 hectares, durante os anos de 2013 a 2015, abrangendo 13 municipios:
Morrinhos, Piracanjuba, Goiatuba, Pontalina, Caldas Novas, Joviania, Itumbiara, Agua
Limpa, Corumbaiba, Bom Jesus de Goias, Buriti Alegre, Rio Quente e Marzagdo. Em
cada propriedade foram amostradas diferentes areas de cultivos, onde foram retiradas
varias sub amostras para compor uma amostra composta de solo e raizes. Nas amostras
que apesentaram sintomas de infeccdo de nematoide das galhas realizou-se a
caracterizacdo bioquimica das espécies por meio de isoenzimas (fenotipo de esterase)
das fémeas contidas nas raizes com galhas. Das amostras coletadas foram extraidos
nematoides do solo e das raizes e a suspensdao com 0s mesmos transferidos para uma

lamina e foram analisados
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em microscépio de luz. A identificacdo dos géneros foi feita com auxilio da chave de
identificacdo de fitonematoides. Em todas as amostras foram encontrados nematoides de
vida livre e em 33 amostras foram encontrados nematoides fitoparasitas. Os principais
géneros encontrados foram Meloidogyne com 22%, Helicotylenchus com 19%,
Tylenchus com 13%, Tylenchulus com 10%, Ditylenchulus, Rotylenchulus e Xiphinema
com 6%, Pratylenchus, Hemicycliophora, Xiphidorus, Anguina, Tubixaba e
Monotrichodorus com 3%. Das 68 amostras, 45 apresentaram-se infectadas com
nematoide das galhas, 0o que representou 66% das amostras. Das amostras infectadas
49% foram identificadas como M.incognita, 24% com M. javanica e 27% como
Meloidogyne spp.. Aproximadamente 34% das amostras ndo estavam infectadas por
nematoides das galhas. Com base nos resultados, pode-se concluir que a maior parte das
areas cultivadas com hortalicas na regido Sul do Estado de Goias, estdo contaminadas
com os nematoides das galhas, em especial M. incognita. O presente estudo contribuiu
para 0 conhecimento sobre a ocorréncia e disseminacdo das espécies de Meloidogyne
que ocorrem em areas cultivadas com hortalicas no Sul de Goias. Além de subsidiar
novos estudos, servi de alerta aos horticultores e, possibilita definir manejos mais
adequados e eficientes visando diminuir as populacdes dos fitonematoides nas areas
infestadas.

PALAVRAS - CHAVES: nematoides das galhas, eletroforese, georreferenciamento.



ABSTRACT

OLIVEIRA, JOSE ORLANDO. Goiano Federal Institute - Campus Morrinhos-GO.
February 2016. Nematode investigation and biochemical characterization of
Meloidogyne spp. populations in areas cultivated with vegetables in the southern
region of the State of Goiés. Advisor.: Dr. Rodrigo Vieira da Silva.

The Goias state stands out in the production of vegetables in the national context and its
production is growing year after year. However, increased productivity and
consequently production could be even higher if not for the nematodes attack mainly the
galls trainers who are the ones that cause damage to vegetables. The producing areas of
vegetables in Goids are used intensively and submitted to monocultures with use of
irrigation. This production system favors the multiplication of nematodes, with the great
loss result because of their parasitism. In the state of Goias, there are hardly any surveys
of the occurrence of nematode populations in vegetables. Thus the present study aimed
to carry out a survey and biochemical characterization of nematode galls in vegetable
growing areas in the southern region of the State of Goias. Sampling was conducted in
39 establishments with 68 samples collected, a total area of 62,1 hectares, during the
years 2013-2015, covering 13 municipalities: Morrinhos, Piracanjuba, Goiatuba,
Pontalina, Caldas Novas, Joviania, ltumbiara, Agua Limpa, Corumbaiba, Bom Jesus de
Goias, Buriti Alegre, Rio Quente and Marzagdo. In each farm were sampled areas of
different crops where several sub samples were taken to make a sample of soil and
roots. In the samples that presented symptoms of nematode infection of galls held the
biochemical characterization of species from isoenzyme (esterase phenotype) of females
contained in the roots with galls. The samples were extracted from the soil nematode or
roots and with the same suspension transferred to a slide and analyzed by light
microscopy. The identification of gender was made with the help of nematode
identification key. In all samples were found free-living nematodes and 33 samples

were found phytoparasitic
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nematodes. The main genera were found Meloidogyne with 22%, Helicotylenchus with
19%, Tylenchus with 13%, Tylenchulus with 10%, Ditylenchulus, Rotylenchulus and
Xiphinema with 6%, Pratylenchus, Hemicycliophora, Xiphidorus, Anguina, Tubixaba
and Monotrichodorus with 3%. Of the 68 samples, 45 showed to be infected with root-
knot nematode, which represented 66 % of the samples. 49% of the infected samples
were identified as M. incognita, M. javanica 24% and 27% as Meloidogyne spp..
Approximately 34% of the samples were not infected by root-knot nematodes. Based on
the results, it can be concluded that most of the areas cultivated with vegetables in the
southern region of the State of Goias, are infected with the nematode galls, particularly
M. incognita. This study contributed to the knowledge of the occurrence and spread of
Meloidogyne species that occur in areas cultivated with vegetables in southern Goiés. In
addition to subsidizing new studies, service alert to horticulturists and allows you to
define most suitable and efficient management strategies aimed at reducing the
populations of nematodes in the infested areas.

KEYS-WORDS: root-knot nematodes, survey, georeferencing.



INTRODUCAO GERAL

A producdo de hortalicas € de extrema importancia para o agronegdcio
brasileiro. A estimativa do total de cultivo dos 12 principais segmentos de hortalicas
reproduzidas por sementes no Brasil (Abobrinhas, Abobora Japonesa, Alface,
Beterraba, Brocolis, Cebola, Cenoura, Coentro, Couve-Flor, Feijao Vagem, Melancia,
Meldo, Milho Doce, Pepino, Pimentdo, Quiabo, Repolho e Tomate) € da ordem de
aproximadamente 842 mil hectares, com producdo de 19,62 milhdes de toneladas,
gerando um lucro bruto de R$11.390,00/ha e a estimativa de geracdo de empregos é da
ordem de 2 milhdes de empregos diretos, ou seja, 2,4 empregos/ha (ABCSEM, 2012).

A producdo de hortalicas apresenta crescimento continuo no Brasil, em especial
no Estado de Goids. As mesorregides Centro e Sul Goiano se destacam como as maiores
produtoras de olericolas do Estado. No entanto, faz-se necessario o aumento da
producdo de hortalicas em Goias, pois boa parte dos hortifrutigranjeiros consumidos no
Estado € importada de outros Estados ou até mesmo de outros paises, a exemplo da
cebola e do alho, ambos oriundos da Argentina (Shumacher & Mota, 2011).

Em 2014, as hortaligas ficaram em primeiro lugar entre os produtos entregues no
CEASA-GO, cerca de 500 mil toneladas, o que representou mais de 53% da oferta total
de alimentos. A movimentacao financeira foi cerca de 800 milhdes de reais, 46,69% do
orcamento, sendo que o subgrupo das hortalicas folhas somou aproximadamente 52 mil
toneladas e 5,69% dessa movimentacgdo financeira, o que representa 50 milhdes de reais.
O subgrupo das hortalicas frutos somou 213 mil toneladas, aproximadamente, 23,31%
da oferta e o financeiro foi de 399,1 milhdes de reais. Ja o subgrupo raizes, tubérculos e
bulbos, perfez um total de mais de 221 mil toneladas, que movimentou 24,19%, ou seja,
mais de 344 milhGes de reais (CEASA-GO, 2014).

A questdo da produtividade das olericolas tem o envolvimento de diversos

fatores, inclusive aqueles que se relacionam & sanidade da planta, as condicfes



estruturais do solo e aos niveis de nutrientes disponibilizados. Entre os problemas
fitossanitarios que acometem as hortalicas no decorrer do cultivo estdo os causados por
fitonematoides (Rosa et al., 2013).

Os fitonematoides alimentam-se de plantas e podem parasitar diferentes 6rgaos
das plantas: raizes, tubérculos, rizomas, bulbos, caules, folhas, flores e sementes (Ferraz
et al., 2010). Estes patdgenos possuem ampla disseminacdo e sdo muito destrutivos,
considerados um dos mais importantes fitoparasitas na agricultura mundial (Campos et
al., 1990).

No caso das hortaligas alho e cebola, o Ditylenchus dipsaci é o nematoide com
maior importancia no Brasil; ele ocorre em praticamente todo o0 mundo e pode parasitar
inimeras espécies de plantas de importancia econémica, podendo ocorrer em mais de
450 espécies pertencentes a mais de 40 familias botanicas (Goodey et al., 1965). E um
nematoide endoparasito migrador conhecido como o ‘nematoide dos bulbos e caules do
alho’ ou ‘nematoide do amareldo do alho’, sendo uma ameaca constante em cebola e
alho, devido a sua ocorréncia e disseminacdo estar associada ao material propagativo
(Pinheiro et al., 2014a).

Segundo Silva et al., (2014), geralmente os sintomas apresentados nas plantas
provocados pelo ataque de fitonematoides podem ser divididos em sintomas primarios e
secundarios. Os primarios ocorrem no local onde o agente causador de doencas atua; 0s
secundarios ocorrem na parte aérea e sdo diferenciados de acordo com o hospedeiro,
variando desde a murcha até a morte da planta. Os sintomas primarios podem ser
observados na planta, quando ela é atacada por estes organismos, e no campo pode ser
diagnosticada pela ocorréncia de galhas e massas de ovos no sistema radicular
(Eisenback & Triantaphyllou, 1991; Karssen & Moens, 2006).

Os danos causados por nematoide das galhas também podem ser observados na
parte aérea, nos chamados sintomas secundérios, como a diminuicdo no
desenvolvimento, a clorose das folhas ou morte da planta. Esses sintomas ocorrem
devido a infeccdo ou mesmo as lesGes causadas nas raizes, que diminuem a capacidade
da planta de absorver agua e nutrientes. As alteracdes podem ocorrer devido & migracao
dos nematoides dentro dos tecidos vegetais ou pelas alteracbes fisioldgicas
desencadeadas em suas células; no caso das galhas formadas nas raizes das diversas
culturas infectadas por fitonematoides, a consequéncia sdo plantas raquiticas,

amareladas, com o tamanho e volume das folhas menores, inviabilizando o processo de



comercializagdo (Ferraz et al., 2010; Karssen & Moens, 2006; Ornat & Sorribas, 2008;
Moens et al., 2009).

A maioria dos fitonematoides vive no solo, juntamente com varios outros
organismos fitopatogénicos que compartilham o mesmo nicho biolégico. Em algumas
interacdes, os nematoides formadores das galhas tornam-se parte de um complexo
etiologico, interagem com outros agentes patogénicos, como fungos e bactérias
presentes no solo, resultando em um efeito sinergético, ou seja, maior que a soma dos
danos causados por cada fitopatdgeno individualmente. A consequéncia € o aumento da
severidade de doencas na &rea cultivada (Ornat & Sorribas, 2008).

Apesar de sua importéncia, a fauna nematoldgica em hortaligas tem sido pouco
estudada no Estado de Goias, em especial as espécies do género Meloidogyne. Esses
fitonematoides causam enormes perdas anualmente na agricultura mundial e estdo entre
os problemas fitossanitarios mais relevantes por serem parasitas, e causam prejuizos
expressivos em diversas espécies de plantas (Silva et al., 2014).

Sasser & Freckman (1987) estimam que os nematoides fitoparasitas promovam
perdas anuais medias de 12% nas hortalicas. O controle desses patdgenos ndo é uma
tarefa facil, o custo é muito oneroso e, na maioria das vezes, ineficiente. Assim, € mais
adequado utilizar o termo ‘manejo’, o qual dispde de varias estratégias de controle ao
longo do tempo, visando manter a populacdo de nematoides abaixo do nivel de dano
econbémico. Manter o sistema produtivo em equilibrio requer o monitoramento desses
patdgenos nas areas de cultivo e devem-se adotar praticas de manejo, para reduzir
perdas atuais e evitar o surgimento de novos focos (Santos, 1995).

Segundo Kurozawa & Pavan (2005), no Brasil, existem dezenas de espécies de
fitonematoides e muitas delas estdo associadas as hortalicas, entretanto os pertencentes
ao género Meloidogyne sdo as de maior importancia econémica no pais. As razdes sao a
ampla gama de hospedeiros, que incluem a maioria das plantas cultivadas
economicamente, e dentre elas estdo a maioria das hortaligas. Merece destaque a espécie
Meloidogyne incognita considerada isoladamente o pior fitopatdgeno da agricultura
mundial (Campos, 1985; Huang, 1992, Pimenta & Carneiro, 2005; Fragoso, 2006).

De acordo com Pinheiro et al., (2009) as espécies M. incognita, M. javanica e
M. arenaria séo as mais frequentes no Brasil. Constitui-se em individuos sedentarios e
endoparasitas obrigatorios, ou seja, eles dependem do tecido vivo da planta para
sobreviverem, possuindo diversas espécies de plantas como possiveis hospedeiras

(Castagnone-Sereno, 2002).



O ciclo de vida do Meloidogyne spp. inicia-se com o ovo e dentro dele é
formado o juvenil, a partir do desenvolvimento embrionério, denominado juvenil de
primeiro estadio (J1), o sistema reprodutivo ndo esta formado. O J1 sofre a primeira
ecdise no interior do ovo, durante a qual é trocada a cuticula. Ap6s o término da ecdise
é formado o juvenil de segundo estadio (J2) e eclode do ovo perfurando a casca com o
estilete. Este se movimenta no solo a procura da planta hospedeira e, ap6s encontra-la e
penetrar em sua raiz, estabelece um sitio de alimentacdo, liberando substancias toxicas
que promovem a formacéo de células gigantes ao redor deste sitio. Paralelamente ocorre
a formacdo das galhas nas raizes, que s&o sintomas caracteristicos devido a penetracdo e
infeccdo. O J2 passa por mais duas ecdises, formando juvenis de terceiro (J3) e quarto
(J4) estadios. O J4 sofre sua Ultima ecdise tornando-se adulto macho ou fémea, com
aparelho reprodutor maduro e encontrando-se agora, no interior das raizes, sendo
sedentérios e obesos; a duracdo do ciclo de vida varia de duas a quatro semanas,
dependendo das condigbes ambientais. Em temperaturas superiores a 40 °C e ou
inferiores a 5 °C a maioria das espécies de nematoides diminuem ou paralisam por
completo as suas atividades vitais (Ferraz, 2001; Ferraz et al., 2010).

Segundo Huang (1985), ap6s 0 J2 penetrar nas raizes e estabelecer seu sitio de
alimentacdo no parénquima vascular, ele induz a planta a uma reagdo de algumas
células do parénquima, que ficam hipertrofiadas e multinucleadas, conhecidas como
células gigantes. No caso de falha desse processo ocorre a morte do nematoide; tal
processo tem sido observado em cultivares resistentes.

A identificacdo de algumas racas ja esta sendo pesquisada e divulgada, como as
racas apresentadas pela espécie M. incognita, no caso de M. javanica, apesar de estudos
que demonstram a existéncia de racas, existem muitas duvidas ainda a esse respeito
(Rammah & Hirschmann, 1990; Carneiro et al., 2003; Robertson et al., 2009).

Huang, (1992) afirmam que as espécies M. incognita e M. javanica podem ser
encontradas juntas ou separadas, muitas vezes causando danos e consequentemente,
prejuizos econdmicos a diversas hortalicas; entre as mais suscetiveis estdo o quiabo, a
berinjela, o tomate, a abobora e a batata. Também sdo encontrados danos causados por
Meloidogyne spp. com porcentagem de 3-5% em alface, 5-7% em brocolis, 1-5% em
cebolas, 1-5% em cenouras e de até 10% em couve-flor e em batata-doce, entre outras.
O cultivo sucessivo de hortalicas suscetiveis em um mesmos local de producgdo € uma
das principais causas para a elevacdo dos niveis populacionais de nematoides (Koenning
etal., 1999).



Segundo Pimenta e Carneiro (2005) o controle de Meloidogyne spp. em areas de
producdo de hortaligas é bastante complicado devido a sua ampla distribuicdo em todo
territério nacional; esses organismos fitopatogénicos parasitam diversas espécies de
plantas e a diferenca bioldgica ligada ao parasitismo entre populacdes da mesma espécie
causa complicacdo na elaboracdo de programas de resisténcia varietal e até mesmo na
rotacdo de culturas, que sdo medidas de controle muito eficientes e viaveis
economicamente.

O uso constante de diferentes técnicas de manejo que interfiram negativamente
na populacdo dos nematoides sdo estratégias vidveis ao ambiente para diminuir as
populacbes desse parasita a niveis inferiores a aqueles que causam prejuizos
econémicos (Pimenta & Carneiro, 2005).

Para Wilcken et al. (2005), o emprego de medidas de controle como cultivares
resistentes, adubacdo verde com plantas antagonistas e utilizagdo de esquemas de
rotacdo de culturas nas areas infestadas com Meloidogyne spp. € muito frequente. A
rotacdo de cultura, técnica muito indicada no controle de fitonematoides, é muito dificil
de ser utilizada, devido a pratica de cultivos consecutivos de hortalicas suscetiveis em
mesmas areas.

Uma préatica muito utilizada para o controle de nematoides em olericolas era a
aplicacdo de nematicidas sintéticos, mas esses produtos sdo muito toxicos e com alta
capacidade residual maléfica a saude e a natureza. Ja faz algum tempo que o método de
manejo mais recomendavel é o emprego de cultivares resistentes, quando ha no
mercado a oferta desses materiais e esta pratica é a solugcdo para controle deste patdgeno
(Maluf, 1997).

As informacdes geradas nos estudos de levantamentos populacionais da fauna
nematoldgica sdo muito Uteis na identificacdo de fitonematoides associados as culturas e
também na determinacdo da sua disseminacdo e distribuicio em uma determinada
regido. Este conhecimento possibilita iniciar estudos da biologia e da ecologia desses
organismos, além de ser essencial para a ado¢cdo de medidas de controle antes que 0s
patdgenos atinjam o nivel de dano econémico (Carneiro et al., 2008).

Para Oliveira (2007), os nematoides sdo organismos muito dificeis de serem
caracterizados, devido ao seu pequeno tamanho e/ou pela dificuldade de observacao da
morfologia de suas caracteristicas peculiares que sdo importantes para diagnostica-los

com o0 uso do microscépio de luz convencional.



Segundo Silva et al. (2014), os resultados de levantamentos populacionais da
fauna nematoldgica para identificacdo de Meloidogyne spp. até o ano 2000 no Brasil
eram baseados na configuracdo perineal das fémeas. Essa ferramenta foi muito util,
mas, com o0 aumento do numero de espeécies, a identificacdo feita com base apenas nesta
caracteristica morfoldgica pode ocasionar interpretagdo equivocada, em razéo de ser um
método muito subjetivo, que depende da experiéncia do nematologista na area de
taxonomia e no Brasil existem poucos nematologistas especializados na identificacdo
das espécies deste género.

Os aspectos da morfologia, como a forma da regido perineal da fémea, o
tamanho e a forma do estilete, a regido dos labios dos machos, associados a
caracterizacdo bioquimica por meio de fenétipos de isoenzimas e técnicas moleculares,
até as plantas hospedeiras sdo essenciais para uma identificacdo precisa das espécies do
género Meloidogyne (Pinheiro et al., 2014b).

Com o desenvolvimento de novas ferramentas de identificacdo, ha um consenso
na comunidade cientifica sobre a necessidade de utilizacdo de técnicas mais objetivas e
mais precisas para a exata distincdo das espécies do género Meloidogyne (Silva et al.,
2014).

Alonso & Alfenas (2006) argumentam que essas questdes tém sido subsidiadas
com o uso de técnicas como a eletroforese de proteinas totais e de isoenzimas, sorologia
e andlise de DNA como parametro para a taxonomia classica, que se baseia nas
caracteristicas morfoldgicas convencionais.

De acordo com Dantas & Nodari (2008), Michaelis criou o termo ‘eletroforese’
em 1909, para fazer a descri¢cdo do método de deslocamento de coloides sob a atuacdo
de um campo elétrico, ou seja, moléculas com carga negativa deslocam para o polo
positivo, e as com carga positiva deslocam para o polo negativo. A eletroforese tem por
objetivo separar as moléculas conforme suas cargas elétricas, seus pesos moleculares e
suas conformacles, em géis porosos e solugdes tampdes que proporcionam uma
estabilidade ao pH do meio permitindo a movimentacdo continua de corrente elétrica.
Enfim, a técnica eletroforética consta da extracdo de amostras, proteinas, enzimas ou até
mesmo DNA adquirido de uma porc¢éo de tecido vegetal ou animal e da movimentacao
destas num gel especifico (amido, agarose, acrilamida) sujeito a uma corrente elétrica
continua.

A aplicacdo da técnica de isoenzimas permite identificar rapidamente com

eficiéncia e seguranca as espécies mais frequentes dos nematoides das galhas, podendo



ser utilizada no dia a dia nos laboratérios de analise nematoldgica. Esta técnica
possibilita detectar espécies atipicas, fazer levantamentos das espécies ocorrentes em
nivel de campo e determinar a frequéncia e distribuicéo relativa das diversas espeécies,
além de descobrir populacdes em misturas e possibilitar a purificacdo de populagdes
antes da conducéo de estudos de resisténcia de plantas, ou mesmo, a especificidade de
hospedeiros (Carneiro & Almeida, 2001).

Segundo Dickson et al. (1971), nos estudos iniciais com enzimas de nematoides
utilizava-se extratos onde eram misturados diversos individuos. Algum tempo depois 0s
procedimentos mudaram e outra técnica foi desenvolvida, permitindo a extracdo e
eletroforese de enzimas e proteinas de individuos separados (Dalmasso & Bergé, 1978).

Em seu trabalho Janati et al. (1982) argumentam que alguns fendtipos de
esterase foram determinados como sendo especificos, e receberam atribuicdes que
passaram a representar determinadas espécies. Depois disso, mais de 300 popula¢Ges
vindas de muitos paises foram pesquisadas, reforcando a viabilidade do uso das
esterases como sendo as enzimas mais apropriadas para caracterizacdo das espécies e as
malato desidrogenases, auxiliares na diferenciacdo de espécies, cujas esterases Sao
iguais, como é o caso de M. naasi e M. exigua. Trabalhos de caracterizacdo de
populacbes de Meloidogyne spp. quanto aos perfis enzimaticos também foram
realizados na Africa e em Portugal (Esbenshade & Triantaphyllou, 1990; 1985;
Farguette, 1987; Pais, 1989).

Desse modo, frente as dificuldades encontradas com a utilizacdo da configuracdo
perineal em trabalhos de diagnose, o uso da eletroforese de isoenzimas vem sendo
proposto como o mais adequado em estudos de levantamento de Meloidogyne spp., pois
é uma técnica para caracterizacdo de nematoides das galhas a nivel especifico que pode
ser realizada no cotidiano em laboratérios de nematologia com seguranca, praticidade e
economia, podendo ser realizada por meio de fen6tipos enzimaticos obtidos através de
eletroforese em géis de poliacrilamida (Carneiro & Almeida, 2001).

Pela técnica de amplificacdo de DNA por PCR, que € a reacdo em cadeia da
polimerase, obtiveram-se resultados melhores da separacdo interespecifica e novos
métodos de diagnostico foram propostos, como a amplificacdo de regibes de DNA
mitocondrial ou ribossémico (Power & Harris, 1993).

Enfim, ndo existem muitas pesquisas visando determinar a ocorréncia e a
identificacdo de fitonematoides em hortalicas. No Estado de Goias, estes estudos sdo

ainda mais escassos. Portanto, este estudo visou gerar informagfes da ocorréncia e



distribuicdo dos principais géneros ocorrentes de nematoides fitopatogenos em
hortalicas no Estado de Goias.



OBJETIVOS

- Foram identificado morfologicamente géneros de fitonematoides que ocorrem
na regido Sul do Estado de Goias e que parasitam as hortalicas;

- Caracterizaram-se bioquimicamente as espécies de Meloidogyne em areas
produtoras de hortalicas na regido Sul do Estado de Goias, por meio de eletroforese de
isoenzimas;

- Foram apresentadas informac0es da ocorréncia e distribuicdo de fitonematoides
do género Meloidogyne em hortalicas na regido Sul do Estado de Goiés.
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CAPITULO |

NEMATOIDES ASSOCIADOS A HORTALICAS E CARACTERIZAQAO
BIOQUIMICA DE ESPECIES DE NEMATOIDES DAS GALHAS EM AREAS
PRODUTORAS DE HORTALIGCAS NO SUL DE GOIAS

(Norma de acordo com a revista Horticultura Brasileira)

RESUMO

O sistema intensivo de cultivo de hortalicas, com pouca rotacdo de culturas e irrigacdo
constante, favorece o aparecimento de problemas fitossanitarios, com destaque para 0s
causados por fitonematoides. No presente trabalho objetivou-se realizar um
levantamento nematoldgico e a caracterizacdo bioquimica de nematoides das galhas que
ocorrem em areas de cultivo de hortalicas na regido Sul do Estado de Goiés. O estudo
nematoldgico foi realizado em 39 propriedades (68 amostras), numa area total de 62,1
hectares, durante o periodo de 2013 a 2015, em 13 municipios: Morrinhos, Piracanjuba,
Goiatuba, Pontalina, Caldas Novas, Joviania, ltumbiara, Agua Limpa, Corumbaiba,
Bom Jesus de Goias, Buriti Alegre, Rio Quente e Marzagdao. Em cada propriedade
foram amostradas diferentes areas de cultivos com hortalicas, retirando varias
subamostras de solo e raizes para compor uma amostra composta. Nas amostras
infectadas com os nematoides das galhas foi realizada a caracterizacdo bioquimica das
espécies, por meio do fendtipo de esterase das fémeas contidas nas raizes com galhas.
Das amostras coletadas foram extraidos nematoides do solo e das raizes e estes foram
transferidos para uma lamina bioldgica e analisados em microscopio de luz. A
identificacdo dos géneros foi realizada com auxilio da chave de identificacdo de
fitonematoides. Em todas as amostras foram encontrados nematoides de vida livre e em
33 amostras foram encontrados nematoides fitoparasitas. Os principais géneros
encontrados foram Meloidogyne com 22%, Helicotylenchus com 19%, Tylenchus com

13%, Tylenchulus com 10%, Ditylenchulus, Rotylenchulus e Xiphinema com 6%,
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Pratylenchus, Hemicycliophora, Xiphidorus, Anguina, Tubixaba e Monotrichodorus
com 3%. Das 68 amostras, 45 apresentaram-se infectadas com nematoide das galhas, o
que representou 66% delas. Das amostras com sintomas das galhas 49% foram
identificadas como M.incognita, 24% com M. javanica e 27% como Meloidogyne spp..
Aproximadamente 34% das amostras ndo estavam infectadas por nematoides das
galhas. Com base nos resultados, pode-se observar que a maior parte das areas
cultivadas com hortalicas na regido Sul do Estado de Goiés estdo contaminadas com
fitonematoides, em especial M. incognita. O presente estudo contribuiu para o
conhecimento sobre a ocorréncia e disseminacdo das espécies de Meloidogyne em areas
cultivadas com hortaligas no Sul de Goiés. Além de subsidiar novos estudos, serve de
alerta aos horticultores e, possibilita definir manejos mais adequados e eficientes

visando diminuir as populac6es dos fitonematoides nas areas infestadas.

Palavras-chaves: Meloidogyne spp.; levantamento; georreferenciamento.

ABSTRACT

The intensive system of growing vegetables, with little crop rotation and constant
irrigation, favors the onset of disease problems, especially those caused by nematode
galls. The present work aimed to carry out a survey and biochemical characterization of
nematode galls occurring in vegetable growing areas in the southern region of the State
of Goias. The nematologic study was conducted in 39 properties (68 samples), a total
area of 62,1 hectares during the period 2013-2015 in 13 municipalities: Morrinhos,
Piracanjuba, Goiatuba, Pontalina, Caldas Novas, Joviania, ltumbiara, Agua Limpa,
Corumbaiba, Bom Jesus de Goiéas, Buriti Alegre, Rio Quente and Marzagdo. In each
property were sampled different areas of crops with vegetables, removing several sub-
samples to compose a sample of soil and roots. In samples with symptoms of infection
with the nematode galls was conducted to characterize the species by biochemical
analysis through the esterase phenotype of females contained in the roots with galls.
The samples were extracted from the soil nematode or roots and with the same
suspension transferred to a slide and analyzed by light microscopy. The identification of
gender was made with the help of nematode identification key. In all samples were

found free-living nematodes and 33 samples were found phytoparasitic nematodes. The



75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87

88
89
90

91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
106
107
108

16

major genres were found Meloidogyne with 22%, Helicotylenchus with 19%, Tylenchus
with 13%, Tylenchulus with 10%, Ditylenchulus, Rotylenchulus and Xiphinema with
6%, Pratylenchus, Hemicycliophora, Xiphidorus, Anguina, Tubixaba and
Monotrichodorus with 3%. Of the 68 samples, 45 showed to be infected with root-knot
nematode, which represented 66 % of them. Samples with symptoms of galls 49% were
identified as M. incognita, M. javanica 24% and 27% as Meloidogyne spp..
Approximately 34 % of the samples were not infected by root-knot nematodes. Based
on the results, it can be observed that most of the areas cultivated with vegetables in the
southern region of the State of Goids, are infected with nematodes, particularly M.
incognita. This study contributed to the knowledge of the occurrence and spread of
Meloidogyne species that occur in areas cultivated with vegetables in southern Goias. In
addition to subsidizing new studies, service alert to horticulturists and allows you to
define most suitable and efficient management strategies aimed at reducing the

populations of nematodes in the infested areas.

Keywords: Meloidogyne spp.; survey; georeferencing.

1. INTRODUCAO

As perdas anuais causadas por fitonematoides em hortalicas sdo estimadas em
12%, o que faz deste grupo de patdgenos um sério problema para o seu cultivo (Carboni
& Mazzonetto, 2013).

Em éreas produtoras de hortalicas, normalmente é observada a préatica de
monocultivos irrigados e o0 uso intensivo do solo durante o ano todo. Este manejo
favorece a proliferacdo de fitonematoides, que promovem danos as plantas e,
consequentemente, causam perdas na produtividade. Entre os fitonematoides, o0s
formadores das galhas radiculares do género Meloidogyne, sdo 0s que causam mais
danos a agricultura, incluindo as espécies de M. incognita e M. javanica, reconhecidas
como altamente prejudiciais a agricultura, com notavel distribui¢cdo geogréafica (Rosa,
2010).

Os danos causados pelos nematoides do género Meloidogyne sdo consequéncias
do seu parasitismo em 0rgdos subterraneos das hortalicas. Ao penetrarem no hospedeiro

e movimentarem-se nos tecidos, rompendo células para se alimentarem dos conteidos
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celulares, desviam para sua nutricdo os elementos destinados & nutricdo da planta; além
disso, danos podem ainda advir da acdo toxica de substancias introduzidas por eles.
Essas substancias destroem células, induzem formacao de galhas e transformam células
normais em células nutridoras (Oliveira, 2007).

Segundo Sgrignoli (2014), em pesquisa sobre a ocorréncia de fitopatdgenos
realizados em hortas do municipio de Marilia, no Estado de S&o Paulo, foi demonstrado
que os fitonematoides foram os patdgenos de maior importancia por eles viverem no
solo, dificultando o seu manejo e/ou seu controle. Em levantamento de espécies de
fitonematoides em é&reas produtoras de hortalicas nos Estados de S&o Paulo, Minas
Gerais e Mato Grosso foi observados que, entre as principais espécies mais ocorrentes,
estdo a M. incognita e a M. javanica e M. enterolobii, e que estas espécies sdo
encontradas juntas e/ou separadas, causando prejuizos as olericolas (Rosa et al., 2013).

Em trabalho realizado por Carneiro et al. (2008), visando a identificacdo das
principais espécies de Meloidogyne ocorrentes, foram coletadas amostras de raizes e
solo de hortalicas infectadas, em diferentes nucleos rurais do Distrito Federal, e nestas
foram identificadas populacdes de M. javanica, M. incognita; houve, inclusive,
amostras com a ocorréncia concomitante das duas espécies.

Segundo Nazareno et al., (2009) os nematoides das galhas constituem-se num
dos grandes problemas para a agricultura brasileira, por diminuirem a produtividade e a
qualidade dos produtos no caso das hortalicas, causando perdas econémicas
significativas e, consequentemente, diminuindo a rentabilidade dos horticultores. As
espécies M. incognita e M. javanica podem ser encontradas juntas ou separadas, muitas
vezes causando danos e, consequentemente, prejuizos econdmicos a diversas hortalicas;
entre as mais suscetiveis estdo o quiabo, a berinjela, o tomate, a abobora, a batata, a
alface, o brocolis, a cebolas, a cenoura, a couve-flor e a batata-doce, entre outras
(Huang, 1992; Koenning et al., 1999).

As informac0es obtidas em levantamentos populacionais séo importantes para se
conhecer os nematoides associados as culturas, e contribuem para o conhecimento da
distribuicdo dos mesmos em uma determinada regido estudada, o que possibilita a
realizacdo de estudos sobre a biologia, a ecologia e os métodos de controle de
fitonematoides (Rosa et al., 2013).

Segundo Pimenta & Carneiro (2005), as técnicas de manejo - rotagdo de cultura,
alqueive, pousio, entre outras - sdo formas vidveis para reducdo das populagdes de M.

incognita e M. javanica a niveis mais baixos que os de dano econémico, sem causar
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prejuizos para 0 meio ambiente. Portanto, faz-se necessario conhecer bem a ocorréncia,
e a distribuicdo dos fitonematoides. A maneira mais eficiente é por meio da realizacéo
de levantamento da fauna nematolégica.

S80 poucas pesquisas realizadas visando determinar a ocorréncia e a
identificacdo de fitonematoides que ocorrem em hortalicas. No Estado de Goiés, sdo
ainda mais escassos. Portanto, este estudo visou gerar informagfes da ocorréncia e
distribuicdo dos principais géneros de nematoides fitopatogénicos, em hortalicas na
regido Sul do Estado de Goiaés.

Diante do exposto, o presente trabalho teve como objetivo realizar um
levantamento nematoldgico e caracterizar bioquimicamente as espécies de Meloidogyne

frequentes em areas de cultivo de hortalicas na regido Sul do Estado de Goias.

2. MATERIAL E METODOS

O levantamento foi realizado nos anos de 2013 a 2015. As amostras foram
coletadas com base nos cadastros disponibilizados pela EMATER/GO em 39 areas
produtoras de hortaligas, totalizando 68 amostras coletadas na regido Sul do Estado de
Goiés. Estas estavam distribuidas nos seguintes municipios: 30 amostras em Morrinhos,
7 em Piracanjuba, 4 em Joviania, 6 em Goiatuba, 6 em Pontalina, 3 em Caldas Novas, 2
em Corumbaiba, 2 em Agua Limpa, 2 em Rio Quente, 2 em Bom Jesus de Goias, 2 em
Itumbiara, 1 em Marzagéo e 1 em Buriti Alegre (Figura 1).
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Figura 1 — Mapa de Goias exibindo a localizagdo dos municipios da regido Sul onde foi realizado
as coletas de amostras de solo e raizes em areas de cultivo de hortaligas para analises
nematoldgicas no triénio 2013 a 2015. (IBGE, 2015).
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Em cada propriedade foram coletadas amostras em diferentes sistemas de
cultivos, incluindo canteiros, estufas e area de campo. As amostras foram constituidas
de 500 g de solo e 100 g de raizes, e para obter cada amostra composta foram coletadas
quinze subamostras de solo e raizes a profundidade de 20-25 cm préximo a rizosfera
das plantas. Em cada &rea produtora foi registrada as coordenadas geogréficas com a
utilizacdo de um aparelho com Sistema de Posicionamento Global (GPS) da marca
GARMIN modelo 60 CSx, para localizacdo de cada ponto de coleta nas propriedades
produtoras de hortalicas (Tabela 1). As amostras coletadas foram identificadas por meio
de uma ficha elaborada para esta finalidade (Apéndice A) e acondicionadas em caixa de
isopor e, posteriormente, armazenadas em geladeira a temperatura de 8 °C até envio ao
laboratdrio para analises.

Parte das amostras de raizes com sintomas de galhas foi encaminhada ao
Laboratério de Nematologia da Universidade Federal de Lavras (UFLA) ou ao
Laboratorio de Nematologia da Universidade Federal de Vigosa (UFV), para a
caracterizacdo das espécies por meio da técnica de eletroforese de isoenzimas, fenétipo
de esterase.

Uma parte de cada amostra de solo foi acondicionada em vasos de polietileno de
500 mL, com planta hospedeira de tomateiro ‘Santa Cruz’ para multiplicacdo das
possiveis espécies de Meloidogyne presentes na amostra. Apos 60 dias de cultivo, as
plantas com as raizes infectadas foram enviadas para realizacdo de andlise bioquimica
nos referidos laboratorios.

Foi utilizado o método de Boneti & Ferraz (1981) para extracdo de ovos de
Meloidogyne spp. das raizes com galhas com solucdo de hipoclorito de sédio a 0,5%.
Para a extracdo dos nematoides do solo, utilizou-se o método de flutuacdo e
centrifugacdo em solucdo de sacarose (Jenkins, 1964).

Apobs a extracdo dos nematoides do solo e das raizes, a suspensdo contendo 0s
mesmos foi vertida em uma placa de Petri de vidro. Sob microscépio estereoscopico, 0s
nematoides foram pescados com auxilio de um estilete bem fino e transferidos para uma
lamina e cobertos com laminula. A seguir os mesmos foram analisados em microscopio
de luz. A identificagdo dos géneros foi feita com auxilio da chave de identificagdo de
fitonematoides de plantas (Mai & Mullin, 1996).

A identificacdo e caracterizagdo das espécies do género Meloidogyne foram
realizadas com base nos perfis das enzimas esterase (pela técnica de eletroforese vertical

em sistema descontinuo, conforme Ornstein (1964) e Davis (1964). Foram retiradas das
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raizes com galhas, fémeas no inicio de postura e com coloragdo branco-leitosa e
colocadas em microtubos contendo 10 pL de solucdo extratora (Carneiro & Almeida,
2001). Em parte dos tubos foi colocada uma fémea para confirmar que ndo ha mistura
de espécies e em outra foram colocadas trés fémeas para reforcar o resultado do padréo
da esterase no resultado da analise eletroforética. Apds a maceracdo das mesmas, 0S
extratos proteicos foram aplicados nas cavidades do gel de poliacrilamida para
subsequente corrida eletroforética. A etapa de empilhamento foi conduzida a 80 V por
15 min, seguida pela corrida de separagdo a 200 V por 35 min. A reacdo de revelacao de

esterase foi realizada conforme a metodologia descrita por Alfenas et al.(1991).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Em todas as amostras analisadas foram encontrados nematoides de vida livre que
ndo infectam as plantas. Em 33 amostras analisadas das 68 amostras foram encontrados
nematoides fitoparasitas. Os principais géneros de nematoides encontrados nas amostras
foram: Meloidogyne com 22%, Helicotylenchus com 19%, Tylenchus com 13%,
Tylenchulus 10%, Ditylenchulus, Rotylenchulus e Xiphinema com 6%, Pratylenchus,
Hemicycliophora, Xiphidorus, Anguina, Tubixaba e Monotrichodorus com 3% (Figura
2).

Ocorréncia de géneros (%)

Monotrichodorus sp.
Anguina sp. Tubixaba sp 3%

3% 3% |

Xiphidorus sp
3%

Hemicycliophora sp.
3%

Pratylenchus sp.
3%

Ditylenchus sp.
6%

Figura 2 — Ocorréncia em percentual de géneros de fitonematoides em areas produtoras de hortalicas na
regido Sul do Estado de Goias durante o levantamento no triénio 2013 a 2015.
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Durante o levantamento dos géneros encontrados em associagdo com as
hortalicas, observou-se que 0s que mais causam danos a elas sdo o Ditylenchus sp. que
provoca a podriddo fétida dos bulbos e atacam alho e cebola e o Pratylenchus sp., que
provoca lesbes radiculares e infectam a batata, o inhame, a mandioquinha salsa, o
pimentdo, o tomate, o jil0 e o quiabo e o género Rotylenchulus, que sdo semi-
endoparasitos sedentérios e as principais hortalicas hospedeiras sdo a abdbora, a batata-
doce, o coentro, o meldo, o quiabo e o tomate (Oliveira, 2007).

Foi realizada a caracterizacdo bioquimica das amostras de raizes com sintomas
das galhas dos 68 locais coletados nas 39 propriedades produtoras de hortalicas, com
area total de 62,1 ha nos 13 municipios visitados na regido Sul do Estado de Goias
(Ornstein, Davis 1964).

Das amostras coletadas, 45 apresentaram sintomas de galhas (Figura 3 A, B, C,
D, E e F) e 23 ndo apresentaram sintomas das galhas nas raizes, (Figura 4 A e B, Tabela
1).

Figura 3 — Hortalicas exibindo sintomas de galhas nas raizes causadas por Meloidogyne spp.: (A)
tomateiro, (B) alface, (C) cenoura, (D) mandioca, (E) abobora, (F) quiabeiro. As
amostras foram coletadas no triénio de 2013 a 2015, na regido Sul do Estado de Goias.
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Tabela 1. Distribuicdo das populagdes de Meloidogyne spp. nas areas produtoras de hortaligas dos
municipios da regido Sul do Estado de Goias amostrados durante o triénio 2013 a 2015.

Propriedade  Area Coordenadas N° —
ord. . o . .
r Municipio (ha) Geograficas Hortalica amostra . M. ) ) M._ Meloidogyne
incognita  javanica spp.
Alface 2 - 2 -
i i Lat.: 17° 49’ 30,39” South  Beterraba 1 - 1 -
1 Morrinhos IF Goiano 50 Long.: 49° 11° 56,32” West Berinjela 1 ) 1 :
Quiabo 1 - - -
Repolho 1 - - -
> Morrinhos  BoMJardim -, o Lat.: 17° 35 23,00” South  Alface 1 - - -
das Flores ) Long.: 49° 047 22,80” West o jiaho 1 : i} .
Jilo 1 - - -
Alface 1 1 - -
) ) Lat.: 17° 45° 03,00” South uiabo 2 2 - o
3 Morrinhos Vauzinho 4,0 Long.: 49° 00° 02,50” West S\bébora 1 1 ) )
Pepino 1 1 - -
Abdbora 1 1 - -
4 Morrinhos  Vauzinho 30 Lat.: 17° 45” 41,80” South  peping 1 1 - -
Long.: 48° 59" 41,70” West  ji14 1 1 R _
Lat.: 17° 45° 21,80” South  Abgbora 1 - - -
5 Morrinhos  Vauzinho 2,4 Long.: 49° 00" 35,40 West \andioca 1 - > =
Guanxuma 1 - - -
. . Lat.: 17°45° 03,10” South  Abdbora 1 - - 1
6 Morrinhos  Vauzinho 4,0 Log.: 49° 00’ 01,60” West  Cara 1 ] ) -
. . Lat.: 17°45° 14,50” South  Quiabo 1 - 1 =
7  Morrinhos Vauzinho 2,0 Long.: 49° 00° 28,10” West Jil6 1 ) 1 )
. . Lat.: 17°45° 21,70 South  Banana da
8  Morrinhos Vauzinho 4,0 Lona.: 49° 00’ » 1 - - -
’ g.: 49° 00’ 35,30” West Ango'a
. . Lat.: 17° 45’ 15,60” South . _ _ _
9  Morrinhos Vauzinho 2,0 Long.: 49° 00° 19,60 West Abdbbora 1
10 Morrinhos Vauzinho 1,0 I[gtr{:g1-74815591’753080”80\7\/1“:5t Quiabo 1 - 1 -
. . Lat.: 17° 45* 41,80” South :
11 Morrinhos Vauzinho 1,0 Long.: 48° 59° 41,70” West Quiabo 1 1 - -
. Lat.: 17° 38” 43,60” South
12 Morrinhos Vera Cruz 0,5 Long.: 49° 09° 07,20" West Alface 1 - - -
. . Lat.: 17° 44’ 36,80” South :
13 Morrinhos Cordeiro 15 Long.: 49° 08" 07,40” West Quiabo 1 - 1 -
Quiabo 1 1 - -
14 Piracanjuba Pouso Alto 0,5 Lat.: 17° 18" 24,50” South — Chuchu 1 1 - -
Long.: 49° 02 12,80” West o ve 1 _ B _
. . Horta do Lat.: 17° 18’ 21,80” South
15 Piracanjuba 5 oo 02 Long.: 49° 02’ 08,80” West Alface i = > 1
16 Pi iub Horta 10 Lat.: 17° 18' 27,94" South Alface 1 - - -
Iracanjuba Municipa' ' Long.: 49° 02' 15,24" West Vargem 1 - - -
. . Horta do Lat.: 17° 18’ 21,80” South
17 Piracanjuba 5 oo 05 Long.: 49° 02’ 08,80” West Alface i = > 1
Alface 1 1 - -
. Horta Lat.: 17°48,6> 43,0” South  Cenoura 1 1 - -
1 viani - 4 . 400 5 i
8 Joviania Municipal 0, Long.: 49° 36,7 25.0" West  (yyjiaho 1 1 ) B
Mandioca 1 1 - -
. Sta. Ponte Lat.: 18° 00’ 47,70” South  Chuchu 1 = - 1
19 Goiatuba Lavada 05 Long.: 49° 21’ 00,16” West Quiabo 1 1 - -
. . Lat.: 18° 00’ 24,90” South  Abdbora 1 1 - -
20 Goiatuba Bananeira 0,5 Long.: 49° 21° » Wect 1014
' g.:49° 21° 02,80” West  Jj|§ 1 . 1 -
. . Lat.: 18° 00’ 27,80” South - _ _
21 Goiatuba Bananeira Il 0,2 Long.: 49° 21" 02,70" West Quiabo 1 1
. < Lat.: 18° 02' 50,05" South
22 Goiatuba Areaurbana 0,1 Long.: 49° 22 19,05" West Alface 1 - - 1
Sio Lat.: 17°32° 01,30” South  Alface 1 - - =
23 Pontalina Lourengo 20 Long.: 49° 26’ 34,60” West Rabanete 1 - - -
' Repolho 1 - - -
24 Pontali Horta do 05 Lat.: 17°30° 27,10” South  Alface 1 - - 1
ontalina Marcos : Long. 49° 27" 06,40” West Quiaho 1 - 1 -
25 Pontalina Vila Paraiso 0,1 ti;:_lzgfzoysfzjzoo,, 5\2,1:3 Alface 1 - - -
Caldas . Lat.: 17°47° 23,50” South  Alface 1 1 - -
26 Novas BoaVista 15 ong.:48°36°56,10” West  Quiabo 1 1 . .
Caldas . Lat.: 17° 59’ 10,40” South
27 Novas Bocaina 4,0 Long.: 48° 34’ 36,90” west Alface 1 = = 1
. Horta do Lat.: 18° 08" 58,00 South
28 Corumbaiba Jodo 0,5 Long.: 48° 33" 42,00” West Alface 1 - - 1
29 Corumbaiba Arrependido 0,3 Lat.: 18° 08" 13,007 South — A\ace 1 - - 1

Long.: 48° 33’ 30,00” West
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Agua Limpa Bom Jardim 1,0

Prefeitura
Municipal

Rio Quente  Agua Quente 2,1

Agua Limpa

Rio Quente  Agua Quente 0,5
Bom Jesus Parque

de Goias Agropéc. 40
Bom Jesus Chacara 30
de Goias Contorno !
. Horta
Itumbiara Trindade 1,0
" Horta
Iltumbiara Trindade II 15
Marzagéo Morone 2,0
.. Chacara
Buriti Alegre Balsamos 1,3

Lat.: 18° 08” 10,40 South
Long.: 48° 47° 40,80” West
Lat.: 18° 03’ 59,80” South
Long.: 48° 45° 29,80” West
Lat.: 17° 38 39,40” South
Long.: 48° 45’ 45,90” West
Lat.: 17° 48> 45,90” South
Log.: 48° 46’ 23,70” West
Lat.: 18° 12° 39,50” South
Long.: 49° 43” 24,60” West
Lat.: 18° 127 29,50 South
Long.: 49° 43” 59,20” West
Lat.: 18° 24’ 35,60” South
Long.: 49° 13” 25,60” West
Lat.: 18° 25’ 21,40” South
Long.: 49° 13” 58,80” West
Lat.: 17° 58” 42,40” South
Long.: 48° 38’ 09,80” West
Lat.: 18° 08> 20,30” South
Long.: 49° 02’ 05,80” West

Alface
Pousio
Jilo

Alface
Jilo

Alface
Alface
Alface
Alface

Tomate

23

1 -
1 -
- 1
= 1
- 1
1 -

Apos a realizagdo das analises eletroforéticas por meio de isoenzimas de esterase

das amostras de raizes com sintomas das galhas utilizando as fémeas, foi observado, que

a espécie M. incognita foi a mais frequente nas amostras coletadas, possivelmente

devido a suscetibilidade das hortalicas acometidas a referida espécie, representando

49%, seguida da espécie M. javanica, que representou 24%. N&o foi possivel

caracterizar especificamente cerca de 27% das amostras com sintomas de galhas, devido

aos seguintes fatores: dificuldade na logistica de coleta e envio de amostras de solo e

raizes para anélise, pois o procedimento ¢ trabalhoso, demorado, oneroso e as raizes de

hortalicas sdo muito pereciveis; falta de fémeas de boa qualidade para repeticdo de

analises eletroforéticas; além do mais, algumas amostras apresentaram fenotipos

atipicos (Figuras 4 e 5, A e B).

= Com infecgdo

m Sem infecgdo

m M. incognita
® M. javanica
" Meloidogyne spp.

Figura 4 — (A) Percentual de amostras infectadas com nematoides das galhas radiculares. (B)

Percentual de Meloidogyne spp. nas amostras infectadas. Amostras oriundas de dreas

produtoras de hortalicas da regido Sul do Estado de Goias coletadas no triénio 2013 a

2015.
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Figura 5 — Fenotipos de esterase de fémeas extraidas de duas amostras de raizes de quiabeiro: (A)
Meloidogyne javanica - Mj e (B) Meloidogyne incognita - Mi de amostras coletadas
na regido Sul do Estado de Goias no triénio de 2013 a 2015.

Apesar da metodologia da técnica de eletroforese de isoenzimas ser muito
eficaz, esta analisa a expressdo de um Unico gene e se aplica apenas a fémeas adultas e
essas devem existir em numero suficiente para realizacdo das analises. Portanto, ha
interesse em desenvolver metodologias moleculares que permitam a identificacdo de
nematoides em todas as fases de seu ciclo de vida, de modo a facilitar o processo
(Carneiro et al., 2005).

Uma técnica interessante € a utilizacdo de fragmentos de DNA, a qual permite
analisar muitos genes ao mesmo tempo e a identificacdo é estavel em todas as fases do
desenvolvimento do nematoide. O método da reacdo em cadeia de polimerase (PCR) é
considerado uma excelente alternativa para essa caracterizacdo, por ser uma pratica
confiavel. Para realizar esse procedimento existem duas formas a serem utilizadas: uma
é a selecdo de marcadores do tipo SCAR e a outra é por meio da amplificacdo de um
fragmento génico espécie-especifico (Carneiro et al., 2005). No entanto, estes métodos
exigem equipamentos e reagentes caros e primers especificos.

Conforme Taylor & Sasser (1978), no género Meloidogyne, as espécies M.
incognita e M. javanica sdo consideradas as espécies que mais causam danos para as
hortalicas; tal fato ocorre devido ao alto grau de polifagia e sua ampla distribuicdo
geogréfica. Isso ficou evidenciado no presente estudo, pois estas duas espécies foram as
mais frequentes nas areas amostradas cultivadas com hortali¢as na regido Sul do Estado
de Goias (Figuras 6 e 7).
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Figura 6 — Quantidade de amostras, infectadas ou ndo, com as espécies M. incognita e M. javanica

e Meloidogyne spp., coletadas na regido Sul do Estado de Goiés no triénio 2013-2015.
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Figura 7 — Nimero de amostras coletadas em relacéo a ocorréncia de fitonematoides por espécie

de hortalicas, nos municipios na regido Sul do Estado de Goids no triénio 2013-2015.

Foi identificada a espécie M. incognita em 8 municipios na maioria das amostras
de hortalicas com infeccéo.

A espécie de M. javanica foi caracterizada nas culturas de alface, beringela,
beterraba, quiabo e jilo, em areas produtoras de hortalicas nos municipios de Morrinhos,

Goiatuba e Pontalina.
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Nas culturas de abobora, alface e chuchu foram encontradas populacdes de
Meloidogyne spp., nos municipios de Morrinhos, Piracanjuba, Goiatuba, Pontalina,
Caldas Novas, Corumbaiba, Itumbiara e Marzagéo.

Vale ressaltar que das 23 amostras coletadas na cultura da alface, 15 se
apresentaram infectadas com os nematoides das galhas, 3 da espécie M. incognita, 2 M.
javanica e 10 Meloidogyne spp., essa hortalica folhosa mostrou-se altamente suscetivel
aos nematoides das galhas, o que evidencia a necessidade de realizacdo de trabalhos
voltados ao melhoramento, para gerar novas cultivares de alface com resisténcia a este
fitonematoide.

Nas 14 amostras coletadas em plantas de quiabeiro, 7 apresentaram a espécie M.
incognita, 5 a espécie M. javanica, 2 Meloidogyne spp. e 2 ndo apresentaram sintomas.
Esse resultado permite inferir que o quiabeiro é bastante suscetivel aos nematoides das
galhas.

Das amostras coletadas em cucurbitaceas, em duas, oriundas de plantas de
pepino foi encontrada a M. incognita e em outras quatro amostras coletadas em plantas
de abdbora, trés foram M. incognita e uma Meloidogyne spp., também nas duas
amostras coletadas na cultura do chuchu, que é uma cucurbitacea perene ocorreram as
espécie M. incognita e Meloidogyne spp., demonstrando que as cucurbitaceas também
apresentaram ser susceptiveis a nematoides das galhas.

Na cultura da mandioca foram coletadas duas amostras, uma estava infectada
pelos nematoides das galhas, caracterizada como M. incognita, mostrando que tal
cultura também pode ser alvo de fitonematoides do género Meloidogyne. Na literatura,
praticamente ndo ha relatos da cultura da mandioca sendo parasitada por Meloidogyne
spp.

Apesar da importancia da cultura do tomate para a regido Sul do Estado, no
decorrer deste levantamento foi realizada apenas uma coleta de amostra em tomateiro e
a espécie encontrada foi M. incognita.

Segundo Pinheiro et al., (2010), no Brasil, os maiores problemas em hortalicas
folhosas, como a alface, geralmente ocorrem devido a infestagdo por nematoide das
galhas e os mais ocorrentes sdao M. incognita e M. javanica e, como visto anteriormente,
s80 as especies que ocorreram com maior incidéncia na regido onde foram coletadas
amostras de solo e raizes.

Maluf et al., (2003) testaram alguns materiais que sé&o importantes fontes de

resisténcia para M. incognita, visando obter cultivares de alface resistentes, em seus
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trabalhos, ele obteve como cultivares resistentes a crespa repolhuda - Salinas 88, Lorca
e Legacy, juntamente com a cultivar de folhas soltas e crespas Grand Rapids.

Segundo Neves et al. (2011), a cultura da cenoura é muito susceptivel a
infestacdo por nematoides, chegando a ocorrer perdas de até 100%, dependendo do
nivel de infestacdo da area. No Brasil, os danos mais significativos causados por
fitonematoides sdo resultantes do ataque das espécies M. incognita e M. javanica. Os
nematoides do género Meloidogyne, especialmente o M. incognita, interferem no
crescimento da planta, causam amarelecimento nas folhas, e as cenouras apresentam
galhas tipicas (Filgueira, 2007).

Para Filgueira (2007) o quiabeiro € uma das culturas bem afetadas pelo ataque
do Meloidogyne spp., que ocasiona formacdo de galhas nas raizes, além de mal
desenvolvimento das plantas. O quiabeiro tem a sua producao bastante influenciada por
danos devido a infecgcBes causadas por nematoides das galhas e as espécies mais
ocorrentes desse género que atacam essa cultura ja foram caracterizadas no Brasil, e
algumas chegam a causar morte da planta (Oliveira et al., 2007)

Segundo Pinheiro et al., (2013) as principais espécies de nematoide das galhas
de ocorréncia na cultura do quiabeiro sdo M. incognita, M. javanica, M. arenaria e M.
enterolobii e o controle dessas espécies na cultura do quiabeiro € bastante dificil, pois
elas multiplicam-se muito rapidamente em condi¢bes favoraveis, como altas
temperaturas e umidade e coincidentemente, as condi¢bes climaticas favoraveis ao
quiabeiro também sdo favoraveis ao desenvolvimento dos nematoides.

No Brasil sdo raros os relatos de nematoides na cultura da mandioca. Em um dos
poucos trabalhos, Rosa et al., (2014) verificaram que nematoides fitoparasitas foram
associados a mandioca na Amazonia brasileira, em cultivares de mandioca provenientes
do Amapa (Amazonas, Col6nia Matapi, Manteiga, Pretinha e P6-da-China) e cultivares
de mandioca Colonial e Caipora, provenientes do Acre, apresentaram reacao suscetivel
a M. incognita raga 3.

Conforme Filgueira (2007), devido as galhas formadas pelos nematoides das
espécies M. incognita, M. javanica e M. arenaria as plantas ficam com baixo vigor, seu
crescimento torna-se retardado e, em caso de ataqgue com severidade, causa
amarelecimento e morte devido ao seu parasitismo, estes nematoides também
favorecem a penetracao de patdgenos na planta.

Outra espécie de nematoide das galhas que tem causado problemas em varias

culturas no Brasil e no mundo, inclusive na cultura do tomateiro & Meloidogyne
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enterolobii. Ele apresenta répida disseminagdo e tem sido encontrado parasitando
diversas hortalicas entre outras plantas (Pinheiro et al., 2014). Apesar de néo ter
diagnosticado esta espécie, isso ndo garante que esta ndo ocorra na regido, uma vez que
a amostragem nao engloba todas as propriedades produtoras de hortalicas. Além disso,
algumas amostras, em funcdo de as fémeas ndo encontrarem em condicdes ideais, ou
seja, branco leitosa para a analise bioquimica, ndo apresentaram bandas, perfis
enzimaticos que permitisse a sua correta identificacdo. Algumas destas populacées estdo
sendo multiplicadas para analises posteriores.

Durante o levantamento realizado foi observado que, onde ocorre um cultivo
intenso, monocultivos de hortalicas e uma movimentacdo do solo por equipamentos,
implementos e de ferramentas agricolas, bem como de pessoas, principalmente em areas
produtoras de hortalicas mais susceptiveis, ha um aumento consideravel nas populac6es
de fitonematoides.

Segundo Pinheiro et al. (2010), um fator agravante é que muitos dos cultivos de
olericolas sdo realizados em regides urbanas ou prdximas a elas, principalmente de
folhosas, o que propicia um grande fluxo de pessoas, maquinarios e animais e favorece
0 agravamento do problema causado por fitonematoides.

Apesar de 12 diferentes géneros de fitonematoides terem sido encontrados nas
amostras oriundas de areas de cultivo de hortalicas na regido, estes aparentemente nédo
estavam causando danos as hortalicas diferentemente das amostras onde estavam
presentes os nematoides das galhas do género Meloidogyne. Nestas as plantas
encontravam-se subdesenvolvidas, com folhas amareladas, sintomas tipicos de
deficiéncia nutricional.

A correta identificacdo das espécies existentes no local propicia o conhecimento
sobre a sua ocorréncia e auxilia na escolha de um melhor manejo, de modo a diminuir

as populacdes desse patdgeno a niveis abaixo dos de dano econémico.

4. CONCLUSAO

Os principais géneros encontrados foram Meloidogyne, Ditylenchus,
Pratylenchus e Rotylenchulus.
A espécie M. incognita apresentou-se em 49% das amostras com sintomas de

galhas nas diversas hortalicas e em praticamente todos 0s municipios. A ocorréncia da
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espécie M. javanica foi detectada em cerca de 24% das amostras infectadas, as quais
foram coletadas nos municipios de Morrinhos, Goiatuba e Pontalina e as culturas
infectadas pela referida espécie foram alface, berinjela, beterraba, jilo e quiabo. Essas
duas espécies de nematoides também sdo as mais disseminadas em todo o territorio
nacional.

As espécies de nematoides das galhas do género Meloidogyne, estdo bastante
disseminadas nas areas que cultivam hortalicas na regido Sul do Estado de Goias. Esta
informacdo deve servir de alerta aos produtores de hortalicas, pois possibilita definir
estratégias para minimizar a sua disseminacgéo e definir manejos adequados e eficientes
de modo a diminuir as populagdes dos fitonematoides nas areas infestadas, além de
fornecer subsidios para pesquisadores desenvolver novos estudos sobre manejo e

controle desses patdgenos mais eficientes, econdmicos e sustentaveis.
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Apéndice A
®

INSTITUTO FEDERAL DE EDUCACAO, CIENCIA E TECNOLOGIA GOIANO -
CAMPUS MORRINHOS

FICHA DE INFORMAGOES PARA AUXILIO NA IDENTIFICAGAO DE NEMATOIDES
PARASITAS DE PLANTAS

Amostra n°

Material coletado: () solo () raizes ( ) folhas () sementes.
Técnico responsavel:
Contato:

Fone:(__ ) e-mail:
Local de coleta:

Propriedade: Municipio: Estado:
Nome do Produtor:
Coordenadas geograficas:

Datadacoleta: /[ Data de chegada: /[ Datado resultado: __ / /
Espécie cultivada: _ Variedade ou Cultivar:
Idade da planta: Area de plantio (ha): Area com problema (ha):

Estimativa de perdas devido aos nematoides (%b):
Culturas anteriores (Ultimos 2 anos):
Adubagdo quimica: () Sim () Néao
Qual? quando:
Produtos quimicos utilizados: ( ) Fungicida ( ) Inseticida ( ) Herbicida
Quais?

Adubacédo organica: ( ) Sim ( )N&o

Qual? guantidade adicionada:
Sintomas nas raizes: Galhas: () Sim ( )N&o

Outros sintomas:
Sintomas na parte aérea:
Outras doengas infectando a cultura:
Ocorréncia de plantas daninha:
Quais?
Rotacdo ou sucesséo de culturas: ( ) Sim( ) N&o
Quais?
Costuma deixar a area sem cultivo no periodo da entre safra: () Sim( ) Nédo
Textura do solo: () Arenoso () Areno-argiloso () Argiloso

Temperatura média anual (°C):

Ocorréncia de chuvas nos tltimos 30 dias: ( ) Sim () Nao

Area com sistema de irrigacdo: () Sim () N&o

Observagoes:




